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摘要： 目的　 探讨葛根素对糖尿病肾脏损伤斑马鱼的影响。 方法　 通过 ＴＣＭＳＰ 数据库获得葛根改善糖尿病肾脏损伤

模型的潜在核心靶点和信号通路， 预测其作用机制。 建立斑马鱼糖尿病肾脏损伤模型， 检测身体水肿发生率、 肾小球

滤过、 眼部血管面积、 血糖、 体内 Ｏｘ⁃ＬＤＬ 及炎性反应。 基于转录组学及网络药理学预测葛根素改善糖尿病肾病的作

用机制， 并通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法进行验证。 结果　 葛根素作用于糖尿病肾病的主要信号通路有脂质与动脉粥样硬化、 晚

期糖基化终末产物⁃受体、 环磷酸腺苷、 胰高血糖等， 相关基因主要为 ｃａｍｋ２ｇ１、 ｐｈｋａ１ａ、 ｃｒｅｂｂｐｂ、 ｃｇａ、 ｐｄｅ３ａ、 ｉｌ１ｂ、
ｍｍｐ９、 ｅｇｒ１。 与对照组比较， 葛根素能改善糖尿病肾脏损伤， 降低身体水肿发生率， 促进肾小球滤过， 减少眼部血管

面积， 辅助降血糖， 降低 Ｏｘ⁃ＬＤＬ 水平， 抑制炎症反应 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 降低 ｅｇｒ１、 ｐｈｋａ１ａ、 ｃａｍｋ２ｇ１、 ｃｒｅｂｂｐｂ、 ｍｍｐ９、 ｉｌ⁃
１β ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 升高 ｐｄｅ３ａ ｍＲＮＡ 表达 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论　 葛根素能通过调节晚期糖基化终末产物⁃受体信

号通路来改善糖尿病肾脏损伤相关表型。
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　 　 糖尿病肾病 （ｄｉａｂｅｔｉｃ ｎｅｐｈｒｏｐａｔｈｙ， ＤＮ） 是糖

尿病中常见的微血管并发症， 高达 ４０％ 的糖尿病

患者会发生， 已成为终末期肾病的主要病因［１⁃２］，
传统治疗手段虽然在一定程度上能控制血糖等相关

指标以延缓疾病进程， 但存在局限性， 难以满足临

床高效、 安全的需求［３］。 葛根作为药食同源的传

统中药， 具有解肌退热、 生津止渴、 透疹等功

效［４］， ２０ 世纪 ９０ 年代开始用于防治糖尿病及其急

慢性并发症， 并取得一定效果［５⁃６］。 葛根富含多种

活性成分， 如葛根素、 大豆苷元等， 具有抗氧化、
抗炎、 调节糖脂代谢、 改善微循环等活性。 鉴于糖

尿病肾病的发病机制与氧化应激、 糖脂代谢紊乱、
微血管病变密切相关， 葛根素在治疗本病方面具有

潜在的应用价值， 可为相关临床治疗开辟新的有效

途径， 并丰富相关综合策略［７⁃８］。
本研究基于糖尿病肾脏损伤斑马鱼模型来探讨

葛根素对血糖、 眼部血管及肾脏功能的影响和潜在

机制， 通过网络药理学挖掘相关作用靶点及信号通

路， 再结合转录组学和 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法来探索葛根素

作用机制， 以期为其进一步研究提供参考。
１　 材料

１􀆰 １　 动物　 野生型 ＡＢ 品系斑马鱼、 ３ ｄｐｆ 转基因

血管绿色荧光斑马鱼、 ３ ｄｐｆ 转基因巨噬细胞绿色

荧光斑马鱼、 ３ ｄｐｆ 转基因中性粒细胞绿色荧光斑

马鱼均由杭州环特生物科技股份有限公司提供， 饲

养于 ２８ ℃养鱼用水中 （每 １ Ｌ 反渗透水中加入 ２００
ｍｇ 速溶海盐。 电导率 ４５０ ～ ５５０ μＳ ／ ｃｍ， ｐＨ ６􀆰 ５ ～
８􀆰 ５， 硬度 ５０～１００ ｍｇ ／ Ｌ ＣａＣＯ３）， 实验动物使用许

可证号 ＳＹＸＫ （浙） ２０２２⁃０００４， 饲养管理符合国

际 ＡＡＡＬＡＣ 认证 （编号 ００１４５８） 要求。 动物实验

经福建医科大学附属福清市医院批准 （伦理审查

号 ＩＡＣＵＣ⁃２０２３⁃７４０２⁃０１）。
１􀆰 ２　 试剂与药物　 葛根素 （上海源叶生物科技有

限公司， 货号 Ｂ２０４４６）。 磷酸西格列汀片 （意大利

Ｍｅｒｃｋ Ｓｈａｒｐ＆ Ｄｏｈｍｅ Ｉｔａｌｉａ ＳＰＡ 公 司， 批 号

Ｈ００８７５４）。 链脲佐菌素 （ ｓｔｒｅｐｔｏｚｏｃｉｎ， ＳＴＺ）、 甲

基 纤 维 素、 柠 檬 酸 钠 （ 批 号 Ｄ２３１４１０９９、
Ｃ２００４０４６、 Ｃ１８２０１６１， 上海阿拉丁生化科技股份
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有限公司）； 鸡蛋蛋黄粉 （批号 ２０２３０２０３， 浙江艾

格生物科技股份有限公司）； 无水葡萄糖 （批号

Ｃ１５７７８０２６， 上海麦克林生化科技有限公司）； 四

甲基罗丹明 （批号 Ｄ１８１６， 美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）； 二甲基亚砜 （ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，
ＤＭＳＯ， 批号 ＢＣＣＤ８９４２， 美国 Ｓｉｇｍａ 公司）； 氧化

低密度脂蛋白试剂盒 （批号 ２０２４０１０８， 南京建成

生物 工 程 研 究 院 有 限 公 司 ）； ＣｈａｍＱ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （批号 ０２７Ｅ２２０１ＣＤ， 南京

诺唯赞生物科技股份有限公司）； ＦａｓｔＫｉｎｇ ｃＤＮＡ
第一链合成试剂盒 （去基因组） ［批号 Ｘ１２１３， 天

根生化科技 （北京） 有限公司］； Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＲＮＡ
Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ＴＬ Ｋｉｔ Ｃ （货号 ＴＬ２２０４００１６４３Ｃ， 佛山奥

维生物科技有限公司）。
１􀆰 ３　 仪器　 ＳＺＸ７ 型解剖显微镜 （日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公

司）； ＡＺ１００ 型电动聚焦连续变倍荧光显微镜 （日
本 Ｎｉｋｏｎ 公司）； ＣＰ２１４ 型精密电子天平 （美国

Ｏｈａｕｓ 公司）； ＡＸＩＯＺｏｏｍ． Ｖ１６ 型荧光显微镜 （德
国 Ｚｅｉｓｓ 公司）； ＩＭ３００ 型显微注射仪 （美国 Ｓｍｉｔｈ⁃
Ｒｏｏｔ 公司）； ＰＣ⁃１０ 型拉针仪 （日本 Ｎａｒｉｓｈｉｇｅ 公

司）； ＡＣＣＵ⁃ＣＨＥＫ Ｐｅｒｆｏｒｍａ 型血糖仪 ［罗氏诊断

产品 （上海） 有限公司］； ＳＰＡＲＫ 型多功能酶标

仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司）； Ａｕｔｏ⁃Ｐｕｒｅ３２Ａ 型全自动核

酸提取仪 （杭州奥盛仪器有限公司）； Ｔ１００ 型普通

ＰＣＲ 扩增仪、 ＣＦＸ Ｃｏｎｎｅｃｔ 型荧光定量 ＰＣＲ 仪

（美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； Ｈｅｒａｅｕｓ Ｆｒｅｓｃｏ１７ 型高速冷

冻离心机、 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００ 型紫外⁃可见光分光光度

计 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 网络药理学

２􀆰 １􀆰 １　 葛根活性成分、 糖尿病肾病交集靶点收

集　 以 “葛根” 为关键词， 在中药系统药理学数

据库 与 分 析 平 台 （ ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ ｃｈｉｎｅｓｅ ｍｅｄｉｃｉｎｅ
ｓｙｓｔｅｍｓ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｐｌａｔｆｏｒｍ，
ＴＣＭＳＰ） 进行检索， 收集活性成分。 再以口服生

物利用度 （ｏｒａｌ ｂｉｏａｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ， ＯＢ） ≥２０％ 、 药物

相似度 （ｄｒｕｇ ｌｉｋｅｎｅｓｓ， ＤＬ） ≥０􀆰 １２ 为纳入标准，
采用 Ｖｅｎｎｙ ２􀆰 １ 软件绘制两者交集的韦恩图。
２􀆰 １􀆰 ２　 ＧＯ 功能分析、 ＫＥＧＧ 通路富集分析　 对葛

根治疗糖尿病肾病潜在靶点进行基因本体论 （ｇｅｎｅ
ｏｎｔｏｌｏｇｙ， ＧＯ） 功能、 京都基因与基因组百科全书

（Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ， ＫＥＧＧ）
信号通路富集分析， 将信号通路的 Ｐ 值按从小到

大排序后选取前 ２０ 位者， 采用微生信在线工具作

可视化输出。
２􀆰 １􀆰 ３　 ＰＰＩ 网络、 “成分⁃靶点⁃通路” 互作网络构

建　 将药物⁃疾病交集靶点导入 ＳＴＲＩＮＧ 数据库构

建蛋白⁃蛋白互作 （ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ， ＰＰＩ）
网络。 采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３􀆰 ８􀆰 ２ 软件中的 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插

件 （ＭＣＣ 功能） 对 ＰＰＩ 网络进行拓扑分析， 以蛋

白⁃蛋白相互作用的相关性强度进行排序， 筛选总

网络中相关性排名前 ２０ 位的核心靶点。 选取从

ＫＥＧＧ 富集中获得的信号通路， 采用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ
３􀆰 ８􀆰 ２ 软件构建 “有效成分⁃靶点⁃信号通路” 相互

作用网络， 结合拓扑属性分析， 以节点度值大小筛

选核心成分。
２􀆰 ２　 动物实验

２􀆰 ２􀆰 １　 模型构建 　 随机选取受精后 ３ ｄ （３ ｄｐｆ）
野生型 ＡＢ 品系斑马鱼至烧杯中， 每个烧杯 ３０ 尾，
容量为 ２５ ｍＬ， 除正常组外， 其余各组给予高糖高

脂饲料联合卵黄囊注射 ＳＴＺ 建立斑马鱼糖尿病肾

脏损伤模型， 剂量见表 １。 处理 ２ ｄ 后， 确定 ＳＴＺ
对正常斑马鱼可达到的最大效应剂量为 ５００ ｎｇ ／尾。
表 １　 ＳＴＺ糖尿病肾脏损伤模型构建剂量筛选结果 （ｎ＝３０）

组别 剂量 ／ （ｎｇ·尾－１） 死亡数 ／ 尾 死亡率 ／ ％ 表型

正常组 — ０ ０ 未见明显异常

ＳＴＺ 组 ４００ ０ ０ 与正常组状态相似

ＳＴＺ 组 ５００ ０ ０ 与正常组状态相似

ＳＴＺ 组 ６００ ９ ３０ —

ＳＴＺ 组 ７００ ２３ ７７ —

ＳＴＺ 组 ８００ ２６ ８７ —

２􀆰 ２􀆰 ２ 　 葛根素最大浓度测定和斑马鱼表型检

测　 随机选取 ３ ｄｐｆ 野生型 ＡＢ 品系斑马鱼， 按

“２􀆰 ２􀆰 １” 项下方法进行分组与造模， 每组 ３０ 尾，
注射葛根素， 质量浓度分别为 １５􀆰 ６、 ３１􀆰 ２、 ６２􀆰 ５、
１２５、 ２５０ μｇ ／ ｍＬ。 处理 ２ ｄ 后， 确定葛根素对 ＤＮ
斑马 鱼 的 最 大 耐 受 浓 度 （ ｍａｘｉｍｕｍ ｔｏｌｅｒａｔｅｄ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＭＴＣ）， 同时设置正常组、 模型组、
磷酸西格列汀片组 （３５０ μｇ ／ ｍＬ）， 在解剖显微镜

下观察斑马鱼身体水肿发生数， 计算其发生率。 再

静脉注射四甲基罗丹明进行荧光标记， 置于培养箱

中孵育， 斑马鱼培养用水清洗 ３ 次， 在荧光显微镜

下观察并拍照， 分析全身荧光强度， 观察肾小球滤

过效果。 然后， 随机选取 ３ ｄｐｆ 转基因血管绿色荧

光斑马鱼， 每组 １０ 尾， 在荧光显微镜下观察并拍

照， 分析眼部血管面积。 最后， 随机选取 ３ ｄｐｆ 转
基因巨噬细胞、 中性粒细胞绿色荧光斑马鱼， 每组

１０ 尾， 在荧光显微镜下拍照， 采用 ＮＩＳ⁃Ｅｌｅｍｅｎｔｓ
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３􀆰 ２０ 高级图像处理软件分析并采集数据， 分析巨

噬细胞、 中性粒细胞荧光强度。
２􀆰 ２􀆰 ３　 生化指标　 随机选取 ４ ｄｐｆ 野生型 ＡＢ 品系

斑马鱼， 卵黄囊注射 ＳＴＺ， 处理至 ５ ｄｐｆ， 分别给

予 ３􀆰 ９１、 ７􀆰 ８１、 １５􀆰 ６ μｇ ／ ｍＬ 葛根素， 同时设置正

常组、 模型组、 磷酸西格列汀片组， 处理 ２ ｄ， 采

用血 糖 仪 采 集 数 据， 分 析 葡 萄 糖 水 平。 再 按

“２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法进行分组与造模， 按照试剂盒

说明书收集样本， 采用多功能酶标仪检测氧化低密

度脂 蛋 白 （ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ⁃ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ， ｏｘ⁃
ＬＤＬ） 水平。
２􀆰 ２􀆰 ４　 转录组测序 　 按 “２􀆰 ２􀆰 ２” 项下方法进行

分组与造模， 收集正常组、 模型组、 葛根素 １５􀆰 ６
μｇ ／ ｍＬ 组斑马鱼至 ２５ ｍＬ 烧杯中， 采用 Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ
ＲＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ＴＬ Ｋｉｔ Ｃ 提取总 ＲＮＡ， 紫外⁃可见光

分光光度计检测浓度和纯度。 再将 Ｐ＜０􀆰 ０５、 Ｆｏｌｄ
Ｃｈａｎｇｅ＝１􀆰 ５ 的差异基因进行 ＫＥＧＧ、 ＧＯ 富集分析，
根据网络药理学结合转录组结果， 基因集富集分析

对模型组和葛根素组之间的差异通路进行验证。
２􀆰 ２􀆰 ５ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ｅｇｒ１、 ｐｈｋａ１ａ、 ｃａｍｋ２ｇ１、
ｃｒｅｂｂｐｂ、 ｍｍｐ９、 ｉｌ⁃１β、 ｐｄｅ３ａ、 ｃｇａ ｍＲＮＡ 表达 　 采

用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂提取总 ＲＮＡ， 按 ｃＤＮＡ 第一链合成

试剂盒说明书进行逆转录反应， ｑＰＣＲ 试剂盒进行

扩增反应， 引物序列见表 ２， 反应条件为 ９５ ℃预

变性 ２ ｍｉｎ， ９５ ℃变性 ５ ｓ， ６０ ℃ 退火延伸 ３０ ｓ，
共循环 ３９ 次， 在 ９５ ℃ ５ ｓ、 ６５ ℃ ５ ｓ、 ９５ ℃ ５０ ｓ
下绘制熔解曲线。 以 β⁃ａｃｔｉｎ 为内参， 采用 ２－ΔΔＣＴ法

进行定量分析。
表 ２　 引物序列

基因 方向 引物序列（５′→３′）
β⁃ａｃｔｉｎ 正向 ＴＣＧＡＧＣＡＧＧＡＧＡＴＧＧＧＡＡＣＣ

反向 ＣＴＣＧＴＧＧＡＴＡＣＣＧＣＡＡＧＡＴＴＣ
ｅｇｒ１ 正向 ＧＡＴＣＡＣＣＴＴＧＣＴＧＧＡＧＡＴＡＣＧ

反向 ＡＧＴＴＧＧＴＧＧＣＧＧＧＴＴＣＡＡＧ
ｐｈｋａ１ａ 正向 ＴＴＣＡＣＣＡＣＡＴＴＣＴＧＡＧＣＧＧＡ

反向 ＡＴＣＴＧＡＧＣＴＣＴＴＣＣＡＧＣＡＴＣＴ
ｃａｍｋ２ｇ１ 正向 ＡＡＧＡＡＡＧＣＡＡＣＡＣＧＧＣＣＴＣＴ

反向 ＣＣＴＧＣＴＴＡＣＧＡＧＴＧＧＡＡＧＧＡ
ｃｒｅｂｂｐｂ 正向 ＡＧＧＧＴＣＡＧＧＴＴＡＧＣＧＴＴＣＴＧ

反向 ＣＡＧＡＣＴＧＴＣＣＡＡＣＡＧＣＡＧＣＡ
ｍｍｐ９ 正向 ＴＧＴＣＣＣＡＧＴＧＡＧＣＴＴＣＴＣＴＴＣ

反向 ＧＴＴＴＴＣＣＡＴＣＡＴＴＧＣＧＧＣＣＣ
ｉｌ⁃１β 正向 ＧＡＡＣＡＧＡＡＴＧＡＡＧＣＡＣＡＴＣＡＡＡＣＣ

反向 ＡＣＧＧＣＡＣＴＧＡＡＴＣＣＡＣＣＡＣ
ｐｄｅ３ａ 正向 ＣＧＣＣＣＧＡＧＧＡＴＣＴＣＡＧＴＣＴＴ

反向 ＣＴＧＧＧＴＧＴＴＣＡＧＣＡＧＧＴＴＡＣＴ
ｃｇａ 正向 ＧＧＡＣＡＡＧＡＴＡＣＧＣＴＧＡＡＧＣＡＡＧ

反向 ＧＴＧＧＧＡＴＡＴＴＣＧＴＧＧＣＡＡＣＣＡＴＴＴ

２􀆰 ３　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ ２６􀆰 ０ 软件进行处理，
计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素

方差分析， 组间两两比较采用 ＬＳＤ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５
表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 网络药理学

３􀆰 １􀆰 １　 葛根⁃活性成分⁃潜在作用靶点 　 葛根有效

成分与 ＤＮ 的共同交集靶点有 ２２７ 个， 见图 １Ａ。
绘制交集靶点 ＰＰＩ 网络， 删掉 ３ 个游离蛋白节点，
见图 １Ｂ， 包含 ２２４ 个节点、 ６ ０５８ 条边， 平均节点

度为 ５４􀆰 １， ＰＰＩ 富集 Ｐ 值＜１􀆰 ０×１０－１６。 根据蛋白节

点度由高到低的排序， 前 ２０ 位靶点分别为 ＩＬ６、
ＴＮＦ、 ＡＬＢ、 ＩＮＳ、 ＡＫＴ１、 ＩＬ１β、 ＴＰ５３、 ＳＴＡＴ３、
ＳＲＣ、 ＥＧＦＲ、 ＰＰＡＲＧ、 ＢＣＬ２、 ＣＡＳＰ３、 ＪＵＮ、
ＣＴＮＮＢ１、 ＮＦＫＢ１、 ＭＹＣ、 ＭＭＰ９、 ＥＳＲ１、 ＨＩＦ１α，
见图 １Ｃ。 对 ＰＰＩ 网络进行拓扑性质分析， 筛选出

总网络中相关性最强的前 １０ 位靶点为 ＳＴＡＴ３、
ＩＬ６、 ＢＣＬ２、 ＴＮＦ、 ＡＬＢ、 ＡＫＴ１、 ＰＴＧＳ２、 ＣＡＳＰ３、
ＨＩＦ１Ａ、 ＭＭＰ９， 见图 １Ｄ。
３􀆰 １􀆰 ２　 靶点生物学功能　 ＫＥＧＧ 富集分析得到 １８３
条相关信号通路， Ｐ 值按小到大排序前 ２０ 位者见

图 １Ｅ。 由此可知， 葛根作用 ＤＮ 的主要信号通路

包括癌症、 脂质与动脉粥样硬化、 糖尿病并发症

ＲＡＧＥ、 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ、 流体剪切力与动脉粥样硬化、
ＦｏｘＯ、 胰岛素抵抗、 ＨＩＦ⁃１、 内分泌抵抗等， 见

图 １Ｆ。
３􀆰 １􀆰 ３　 “有效成分⁃靶点⁃信号通路” 互作网络分

析　 见图 １Ｇ， 可知共有 ４４６ 个节点、 １ ０８５ 条边，
其中葛根有效成分 ７ 个节点， 信号通路 １１ 个节点，
葛根和 ＤＮ 交集基因靶点 ２２６ 个节点。 葛根有效成

分平均度值为 ９８􀆰 ５７， 有 ５ 种高于平均值， 分别为

７， ８， ４′⁃ 三 羟 基 异 黄 酮 （ ＧＧ７ ）、 芒 柄 花 素

（ＧＧ１ ）、 β⁃谷 甾 醇 （ ＧＧ３ ）、 谷 甾 醇 葡 萄 糖 苷

（ＧＧ２） 和葛根素 （ ＧＧ６）； 靶点的平均度值为

３􀆰 ４７， 有 ８３ 个靶点的度值高于平均度值， 其中靶

点 度 值 前 １０ 位 的 靶 点 为 ＭＡＰＫ１４、 ＰＩＫ３ＣＡ、
ＡＫＴ１、 ＩＬ６、 ＭＡＰＫ１、 ＭＡＰＫ３、 ＭＡＰＫ８、 ＲＥＬＡ、
ＢＣＬ２、 ＴＮＦ； 信号通路平均度值为 ２９􀆰 ７２， 有 ３ 条

高于平均值， 分别为脂质与动脉粥样硬化、 ＰＩ３Ｋ⁃
Ａｋｔ、 ＲＡＧＥ 信号通路。
３􀆰 ２　 动物实验

３􀆰 ２􀆰 １　 葛根素最大检测浓度　 当葛根素质量浓度＞
３１􀆰 ２ μｇ ／ ｍＬ 时， 斑马鱼状态较模型组严重， 故将

其 ＭＴＣ 设为 １５􀆰 ６ μｇ ／ ｍＬ， 见表 ３。
３８２

２０２６ 年 １ 月

第 ４８ 卷　 第 １ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊａｎｕａｒｙ ２０２６

Ｖｏｌ． ４８　 Ｎｏ． １



图 １　 葛根素治疗 ＤＮ 网络药理学结果

表 ３　 葛根素改善糖尿病肾脏损伤质量浓度筛选结果（ｎ＝３０）

组别
质量浓度 ／
（μｇ·ｍＬ－１）

死亡数 ／
尾

死亡率 ／
％ 表型

正常组 — ０ ０ 未见明显异常
模型组 — ０ ０ 未见明显异常

葛根素组 １５􀆰 ６ ０ ０ 与模型组状态相似
葛根素组 ３１􀆰 ２ ０ ０ 较模型组状态严重
葛根素组 ６２􀆰 ５ ０ ０ 较模型组状态严重
葛根素组 １２５ ３ １０ 剩余较模型组状态严重
葛根素组 ２５０ １０ ３３ —

３􀆰 ２􀆰 ２　 葛根素对 ＤＮ 斑马鱼表型的影响　 与正常组

比较， 模型组斑马鱼水肿发生率升高； 与模型组比

较， 各给药组斑马鱼水肿发生率降低， 见图 ２Ａ ～
２Ｂ。 与正常组比较， 模型组斑马鱼全身荧光强度

升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 葛根素 ７􀆰 ８１、
１５􀆰 ６ μｇ ／ ｍＬ 组和磷酸西格列汀组斑马鱼全身荧光强

度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２Ｃ～２Ｄ。 与正常组

比较， 模型组斑马鱼眼部血管面积增加 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
　 　 　

注： 红色箭头指向身体水肿， 红色虚线框为分析区域。 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组 ＤＮ 斑马鱼表型 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）
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与模型组比较， 葛根素 １５􀆰 ６ μｇ ／ ｍＬ 组和磷酸西格

列汀组斑马鱼眼部血管面积减小 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图

２Ｅ～２Ｆ。
３􀆰 ２􀆰 ３　 葛根素对斑马鱼炎症反应情况的影响　 与

正常组比较， 模型组斑马鱼巨噬细胞、 中性粒细胞

荧光强度升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 葛根素

７􀆰 ８１、 １５􀆰 ６ μｇ ／ ｍＬ 组和磷酸西格列汀组斑马鱼巨

噬细胞、 中性粒细胞荧光强度降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见

图 ３。

注： 红色虚线框为分析区域。 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与

模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 各组斑马鱼巨噬细胞、 中性粒细胞荧光强度

（ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

３􀆰 ２􀆰 ４　 葛根素对 ＤＮ 斑马鱼生化指标的影响　 与正

常组比较， 模型组斑马鱼葡萄糖、 ｏｘ⁃ＬＤＬ 水平升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 葛根素 １５􀆰 ６ μｇ ／ ｍＬ 组

和磷酸西格列汀组斑马鱼葡萄糖、 ｏｘ⁃ＬＤＬ 水平降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ４。
３􀆰 ２􀆰 ５　 转录组测序结果　 与正常组比较， 模型组

注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ４　 各组斑马鱼葡萄糖、 ｏｘ⁃ＬＤＬ 水平比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝１０）

上调基因 ６３９ 个， 下调基因 ２９４ 个； 与模型组比

较， 葛根素 １５􀆰 ６ μｇ ／ ｍＬ 组上调基因 １１１ 个， 下调

基因 １３０ 个。 通过 ＧＯ 注释分析发现差异基因主要

涉及环鸟苷酸⁃腺苷酸合成酶活性的分子功能， 见

图 ５。 ＫＥＧＧ 注释分析发现差异基因在环腺苷酸、
胰高血糖素信号通路较显著， 见表 ４。 与模型组比

较， 葛根素组处理后 ＡＧＥ⁃ＲＡＧＥ 信号通路呈现显

著富集， 见图 ６。
表 ４　 ＫＥＧＧ 富集分析中葛根素显著富集的信号通路关联

基因

基因
ｌｏｇ２

（模型组 ／
正常组）

Ｐ 值
（模型组 ／
正常组）

ｌｏｇ２（葛根素
１５􀆰 ６ μｇ ／ ｍＬ
组 ／ 模型组）

Ｐ 值（葛根素
１５􀆰 ６ μｇ ／ ｍＬ
组 ／ 模型组）

ｃａｍｋ２ｇ１ ２０􀆰 ７２ ＜０􀆰 ０５ －２１􀆰 ６１ ＜０􀆰 ０５
ｐｈｋａ１ａ ６􀆰 ９４ ＜０􀆰 ０５ －７􀆰 ０６ ＜０􀆰 ０５
ｃｒｅｂｂｐｂ ２２􀆰 ３９ ＜０􀆰 ０５ －２３􀆰 ２３ ＜０􀆰 ０５
ｃｇａ ６􀆰 ５０ ＜０􀆰 ０５ －６􀆰 ６２ ＜０􀆰 ０５
ｐｄｅ３ａ －２２􀆰 ９１ ＜０􀆰 ０５ ２１􀆰 ３８ ＜０􀆰 ０５
ｃｒｅｂｂｐｂ ２２􀆰 ３９ ＜０􀆰 ０５ －２３􀆰 ２３ ＜０􀆰 ０５
ｐｐａｒｄｂ －８􀆰 ６０ ＜０􀆰 ０５ ８􀆰 ４８ ＜０􀆰 ０５

３􀆰 ２􀆰 ６ 　 葛 根 素 对 ＤＮ 斑 马 鱼 ｅｇｒ１、 ｐｈｋａ１ａ、
ｃａｍｋ２ｇ１、 ｃｒｅｂｂｐｂ、 ｍｍｐ９、 ｉｌ⁃１β、 ｐｄｅ３ａ、 ｃｇａ
ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与正常组比较， 模型组 ｅｇｒ１、
ｐｈｋａ１ａ、 ｃａｍｋ２ｇ１、 ｃｒｅｂｂｐｂ、 ｍｍｐ９、 ｉｌ⁃１β ｍＲＮＡ 表

达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐｄｅ３ａ ｍＲＮＡ 表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 葛根素 １５􀆰 ６ μｇ ／ ｍＬ 组

ｅｇｒ１、 ｐｈｋａ１ａ、 ｃａｍｋ２ｇ１、 ｃｒｅｂｂｐｂ、 ｍｍｐ９、 ｉｌ⁃１β
ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐｄｅ３ａ、 ｃｇａ
ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ７。
４　 讨论

在 ＤＮ 治疗中， 各类西药呈现出不同的优势，
如 ＳＧＬＴ２ 抑制剂、 ＧＬＰ⁃１ 受体激动剂、 新型醛固

酮受体拮抗剂等［９⁃１１］， 但其不良反应成为肝肾严重

受损者的治疗瓶颈。 中药通过补气利水、 活血化

瘀、 调节免疫等多途径发挥疗效［１２⁃１３］， 整体调理

优势明显， 与西药联用可增效减毒。
葛根作为药食同源药材， 其现代应用还有待进
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图 ５　 转录组测序结果

图 ６　 模型组和葛根素 １５􀆰 ６ μｇ ／ ｍＬ 组之间的差异信号通路基因集富集分析图
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注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ７　 各组斑马鱼 ｅｇｒ１ （Ａ）、 ｐｈｋａ１ａ （Ｂ）、 ｃａｍｋ２ｇ１ （Ｃ）、 ｃｒｅｂｂｐｂ （Ｄ）、 ｍｍｐ９ （Ｅ）、 ｉｌ⁃１β （Ｆ）、 ｐｄｅ３ａ
（Ｇ）、 ｃｇａ （Ｈ） ｍＲＮＡ 表达比较

一步开发［１４］， 虽然它具有抗炎、 抗氧化［１５］、 调节

微生物稳态［１６］、 抗糖尿病［１７］ 等作用， 但其改善

ＤＮ 的活性成分及具体机制尚不明确［１８］。 葛根素作

为葛根主要成分， 可通过维持 ｅＮＯＳ 表达、 减少

ＲＮＳ 生成来改善糖尿病肾损伤［１９⁃２１］。 本研究采用

斑马鱼模型， 发现葛根素能浓度依赖性地减轻水

肿、 促进肾小球滤过、 缩小眼部血管面积并降低血

糖［２２］， 证明其对糖尿病肾损伤的保护作用。
通过网络药理学与转录组测序分析发现， 葛根

素主要通过 ＲＡＧＥ 信号通路发挥作用， 与前期研

究结果一致［２３⁃２４］。 通过转录组筛选出相关通路上

的关联因子进行机制研究， 再通过 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检

测葛根素作用斑马鱼糖尿病肾脏损伤模型中相关

ｍＲＮＡ 表达， 发现它可降低 ｅｇｒ１、 ｐｈｋａ１ａ、 ｃａｍｋ２ｇ１、
ｃｒｅｂｂｐｂ、 ｍｍｐ９、 ｉｌ⁃１β ｍＲＮＡ 表达， 升高 ｐｄｅ３ａ ｍＲＮＡ
表达。

ＲＡＧＥ 信号通路在糖尿病肾病中异常激活，
ＡＧＥｓ 一方面可直接破坏肾组织和细胞［２５］， 另一方

面可特异性结合 ＲＡＧＥ， 激活下游信号通路， 包括

ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ、 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 等激酶， 进而促进 ＮＦ⁃κＢ
磷酸化与核转位， 驱动促炎因子 （如 ＩＬ⁃１β）、 促

纤维化基因 （如 ＭＭＰ９） 表达， 引起炎症、 氧化

应激、 凋亡等而导致肾损伤［２６⁃２７］。 ＥＧＲ１ 作为 ＮＦ⁃
κＢ 下游靶基因， 能放大炎症反应并促进 ＩＬ⁃１β、
ＭＭＰ９ 的转录［２８］。 葛根素通过抑制 ＲＡＧＥ 下游的

ＮＦ⁃κＢ 磷酸化来阻断这一信号轴， 减少 ＩＬ⁃１β、

ＭＭＰ９ 释放， 从而减轻肾脏炎症和肾小球基底膜降

解［２９］。 因此， 该通路参与的炎症反应与 ＤＮ 发展

密切相关。
本研究证实， 葛根素可降低斑马鱼巨噬细胞、

中性粒细胞荧光强度， 与提取自葛根中的芒果苷通

过 ＮＬＲＰ３ 炎症复合体及其下游信号分子的失活来

介导抗炎作用相呼应［３０］； ｏｘ⁃ＬＤＬ 可通过改变线粒

体膜电位， 引起 Ｃｙｔ Ｃ 释放， 激活呼吸链复合体

ＩＩ、 ｅＮＯＳ 的解偶联和 ＮＡＤＰＨ 的氧化来产生 ＲＯＳ、
ＲＮＳ［３１］， 加重氧化应激反应， 从而介导肾组织细

胞凋亡， 而葛根素可降低斑马鱼体内 ｏｘ⁃ＬＤＬ 的水

平， 从而延缓糖尿病患者肾损伤。 慢性炎症已被证

明是 ＤＮ 发病的关键因素， 而葛根素通过介导炎症

反应来缓解糖尿病斑马鱼肾损伤， 降低炎症细胞水

平， 从而发挥保护肾脏的作用。
综上所述， 本研究创新性地采用斑马鱼作为评

价中药对糖尿病肾脏损伤模型保护作用的动物模

型， 开展体内实验， 表明葛根素能通过抑制炎症反

应来改善 ＤＮ。
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